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序論 
第１節 はじめに 
 
創薬研究では、ヒトにおける薬効を予測するためには動物実験が必要不可欠
である。生化学や分子生物学などの基礎研究の発展が基盤となり、20世紀に入
り各種疾患に対する治療薬が数多く開発されてきた。これまでに、in vitro試験
（試験管などの中で、ヒトや動物などの生物から抽出した組織を用いて生体内
と同様の環境を人工的に作り、薬物の作用を調べる手法）や in silico 手法（化合
物に関するデータベース化した情報を用いてコンピュータ上で仮想実験を行い、
実際に対象物を取り扱わず計算で結果を予測する手法）などといった、創薬に
関する技術は目覚ましい発展を遂げた一方で、それらの試験のみでヒトにおけ
る薬効を予測することは極めて困難であり、病態モデルを用いた in vivo 試験（動
物実験）の必要性は変わらぬままである。 
 
 
  
図 1 創薬研究のプロセス 
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第２節 中枢神経系疾患における動物モデル 
 
（１）妥当な病態モデルとは 
 新しい治療薬が求められている疾患の一つとして、中枢神経系（CNS）疾患
が挙げられる。CNS 疾患はその発症メカニズムが複雑であり、その病態モデル
作製には、疾患に関する既知情報を考慮して動物種、試験方法などを適切に設
定することが必須である。適切な病態モデルとは、図 2に示すような種々の妥
当性を併せ持つモデルを指す。一般的に、高血圧症や糖尿病のように血圧や血
糖値など容易に数値化できる評価対象がある疾患とは異なり、CNS 疾患は、習
性がヒトと大きく異なる動物の行動パターンの変化を治療効果と結びつける必
要があるため、図 2 の全ての妥当性を高い水準で満たす病態モデルの作製は困
難である。そのため、より妥当性の高い病態モデルを新たに作製することや、
個々のモデルにおける短所を補い合えるよう、複数の試験を組み合わせて薬効
評価を実施することが CNS 疾患治療薬の研究において重要である。 
 
 
  
図 2 病態モデル作製時に考慮すべき妥当性 
1) 表面妥当性
患者と動物で認められる症状の間に類似性があるか
2) 構成概念妥当性
病態モデルの作製手順が理論的根拠に基づいているか
3) 予測妥当性
動物における化合物の作用が、患者における改善作用を反映しているか
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（２）統合失調症の陽性症状に関する動物モデル 
統合失調症は CNS 疾患の一つであり、陽性症状、陰性症状、および認知機能
障害の主要三症状が存在する（図 3）。これらのうち陽性症状の疾患モデルにつ
いて、創薬研究において最も使用されているモデルの一つとして、覚醒剤によ
る自発運動量の亢進を病態の指標にした試験（覚醒剤誘発運動過多試験）が挙
げられる。このモデルは覚醒剤である methamphetamineや amphetamine といった
ドパミン作動薬が、ヒトにおいて陽性症状様の行動異常を誘発するという知見
に基づいて作製されている。また、既存の抗精神病薬であるドパミン D2受容体
拮抗薬による薬効が検出可能であるため、本モデルは統合失調症の陽性症状を
再現した動物モデルとして、一定の妥当性があると考えられる。しかしながら、
D2受容体拮抗作用以外の新規作用機序を有する化合物の効果を評価する上では
懸念される点が存在する。まず、本モデルは統合失調症のドパミン仮説に基づ
いているため、既存薬とは異なる新規作用機序を持つ治療薬候補化合物をスク
リーニングする場合には不適切な可能性があり、事実、有効性が検出できない
化合物も存在する。次に、本モデルは自発運動量の亢進という、実際の統合失
調症患者では観察されない行動異常を指標にしている点である。そのため、例
えばプレパルス抑制（PPI）の異常などといった（図 4）、ヒトでも動物でも共通
して認められるような指標を用いた試験も併せて実施することが、新規統合失
調症治療薬の候補化合物のスクリーニングに必要であり、ヒトにおける薬効予
測精度の向上に繋がると考えられる。 
本論文において、著者はムスカリン受容体非選択的作動薬 xanomelineの統合
失調症治療効果に着目して創薬研究を行った結果、世界初のコンセプトである
選択的M1/M4受容体部分作動薬 1（化合物 1）と選択的ムスカリン M4受容体作
動薬 2（化合物 2）を見出した。第１章ではヒトでの統合失調症治療効果の予測、
およびコリン性副作用をはじめとする種々の副作用の低減効果の予測を可能に
する評価系の構築と、化合物 1および 2を用いて、これまで不明であった、選
択的M1/M4受容体部分作動性および選択的ムスカリンM4受容体作動性の効果を
反映した種々の行動薬理学的試験の結果について論述する。 
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図 3 統合失調症の主症状 
図 4 プレパルス抑制 
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（３）統合失調症の認知機能障害に関する動物モデル 
陽性症状と同じく統合失調症の主症状である認知機能障害では、陽性症状に
対する有効性に比べて既存抗精神病薬の効果は臨床で十分とはされていない。
事実、これまでに同障害の治療薬として承認された薬剤は存在しない。しかし
ながら、臨床現場における実情に反して、げっ歯類を用いた認知機能障害モデ
ルでは既存薬が薬効を示すことが報告されており、げっ歯類とヒトとの間で既
存薬の反応性に種差が認められる。このような相違の原因として、認知機能に
関与する脳部位である前頭前皮質(PFC)がげっ歯類ではヒトと比較して未発達
であることや、非臨床試験に用いられる試験手順が実際にヒトで用いられる評
価方法と異なることなどが考えられるため、PFC の発達度合に関する相違とい
う問題を克服すべく、PFC がげっ歯類と比較して発達している動物種である非
ヒト霊長類(NHP)を用いてヒトに近い病態モデルを構築する試みが行われてき
た。これまでの NHP を用いた非臨床試験では、一般的にアカゲザルやカニクイ
ザルといった大型のサルが用いられてきたが、体格が大きいために取り扱いが
困難であり、かつ多くの被験物質量が必要であるため、化合物のスクリーニン
グ段階での使用には不向きであるなどの問題点があった。小型であるにも関わ
らずげっ歯類と比較して PFC が発達しており、さらにげっ歯類では実施できな
いような複雑な操作を行える NHP である、コモンマーモセット（以下、マーモ
セットとする、図 5）が近年実験動物として注目されている。しかしながら、マ
ーモセットを用いた認知機能障害モデルに関する報告はこれまでになされてお
らず、同モデルの作製が望まれていた。 
 
 
 
図 5 コモンマーモセット 
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本研究では、げっ歯類のモデルと比較して妥当性のある認知機能障害モデル
を作製することを目的として、 
① PFC の発達が認められるマーモセットの使用 
② 臨床試験でも用いられており、タッチパネルを使用することを特長とする
認知機能評価法である CANTABの使用 
③ 健常人において統合失調症様の認知機能障害を惹起する薬剤である
NMDA受容体阻害薬 ketamineによる障害誘発 
④ 認知機能障害改善作用を有する可能性が示唆されている化合物であるド
パミン D1受容体作動薬 SKF-81297による改善作用 
を特徴とするモデルの構築および検証を行った。第２章では、詳細な経緯お
よび試験の結果、ならびにマーモセットの認知機能障害に関する行動薬理学
的研究について論述する。 
 
 
（４）自閉症スペクトラム障害に関する動物モデル 
自閉症スペクトラム障害(ASD)は発達障害の一種であり、社会的相互性の障害、
および反復的・限定的な関心・行動といった中核症状と、注意機能障害や多動
などを始めとする周辺症状とからなる。米国精神医学会により発表された、精
神疾患の診断分類である DSM-Ⅳにおいて、ASDは患者の知能や重症度に応じ
て図 6のように分類されていたが、2013年に発表されたDSM-5への改訂により、
自閉症や広汎性発達障害、アスペルガー症候群といった分類は廃止され、ASD
へと統合された。前述の統合失調症の認知機能障害と同様、これまでに ASDの
中核症状に有効な薬剤は創出されておらず、その原因の一つとして、臨床予測
確度が高い動物モデルが確立されていないことが挙げられる。これまでの ASD
治療薬の創薬研究では主にげっ歯類を用いた社会的相互性障害モデルが使用さ
れているが、そもそもげっ歯類では、ASD を患っている幼児(ASD 児)特有の行
動である、他者の指差しや視線に反応できないといった複雑な行動を再現する
ことができず、ヒトの病態を正確に反映したモデルとは言えない。また、ASD
においても PFC の異常が発症に関与していると考えられており、ASDの病態モ
デル作製においても、NHP を用いることがヒトにおける病態を反映するモデル
の構築に繋がると期待できる。 
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本論文の第３章では、ASD児は相手の指差しに反応する機能、すなわち共同
注視(JVA)機能が低下していることに着目し、妥当性のある病態モデルを作製す
ることを目的としてマーモセットを用いたモデル構築研究を行った。これまで
にマーモセットが JVA 機能を有しているか検証を行った報告はなされていない
ことから、まずマーモセットの JVA機能を簡便に測定するための装置を作製し、
本装置を用いて、 
① マーモセットにおける JVA機能の有無 
② 統合失調症と同様にASD発症に寄与するとしていると考えられるNMDA受
容体機能低下を誘発する ketamineが、JVA機能障害を誘発するか 
③ ラット皮質部においてグルタミン酸遊離を亢進させることが報告されてい
る抗精神病薬 lurasidoneが、ketamine誘発 JVA機能障害を改善するか 
④ Ketamineは注意機能の障害や健忘を惹起するのではなく、JVA 機能を特異的
に障害するか 
について検証した。これらの経緯や試験結果について第３章において論述する。 
 
 
図 6 DSM-Ⅳにおける ASDの分類に関する概略図 
10 
 
なお、本文中および図中で使用した略語は以下の通りである。 
 
ACh: acetylcholine 
ASD: autism spectrum disorder 
cAMP: cyclic adenosine monophosphate 
CANTAB: cambridge neuropsychological test automated battery 
CNS: central nervous system 
CTZ: chemoreceptor trigger zone 
EC50: half maximal effective concentration 
Emax: maximum efficacy 
FDA: Food and Drug Administration 
GABA: gamma-aminobutyric acid 
IJA: initiating joint attention 
JVA: joint visual attention 
KO: knockout 
MAP: methamphetamine 
NHP: non-human primate 
NMDA: N-methyl-D-aspartic acid 
PCP: phencyclidine 
PFC: prefrontal cortex 
PKA: protein kinase A 
PLC: phospholipase C 
PPI: prepulse inhibition 
RJA: responding to joint attention 
SPECT: single-photon emission computerized tomography 
SWM: spatial working memory 
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第１章 新規ムスカリン受容体作動薬に関する
行動薬理学的研究 
 
第１節 背景 
 
（１）統合失調症治療の現状 
 統合失調症は、幻覚や妄想といった陽性症状、感情平板化や社交性欠如、意
欲消失といった陰性症状、および記憶、注意、判断力の低下といった認知機能
障害を主症状とする精神疾患である（図 3）[1, 2]。これまでに多くの治療薬が開
発されてきたが、その既存薬はドパミン D2受容体拮抗作用によって、特に陽性
症状に対して改善作用を示すことが知られている。しかしながら、D2 受容体拮
抗作用に起因する錐体外路症状を始めとした副作用の発現により用量が制限さ
れることがある[3]、そもそも D2受容体拮抗薬に反応しない治療抵抗性患者が存
在する[4]などの問題があるため、新規作用機序を有する統合失調症治療薬の研
究開発が求められている。 
 
 
（２）ムスカリン受容体のサブタイプとその特徴 
 生体内の神経伝達物質の一つとして acetylcholine（ACh）があり、この ACh
が作用する受容体として、ニコチン、およびムスカリン受容体が存在する（図 7）。
このうちムスカリン受容体は、ACh による生体内の多くの重要な生理反応に関
与している。G タンパク質共役型受容体ファミリーの一つであるムスカリン受
容体は、その機能や発現部位によって M1から M5までのサブタイプに分類でき
る（図 8）[5-8]。これまでに M1、M3、および M5 受容体は Gq/11型 G タンパク
質を介したホスホリパーゼ C の活性化により、またM2、M4 受容体は Gi/o型 G
タンパク質を介したアデニル酸シクラーゼの抑制や K＋チャネルの開口により、
それぞれシグナル情報伝達を制御していることが明らかになっている。また各
サブタイプの発現部位は異なっており、M1、M4、および M5 受容体は主に中枢
神経系に発現しているのに対して、M2、M3受容体は中枢神経系と末梢神経系ど
ちらにおいても発現している[7, 9]。 
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図 8 ACh 受容体の機能と発現部位 
図 7 ACh の構造と ACh が作用する受容体、およびそれらのリガンド 
13 
 
（３）統合失調症におけるムスカリン型受容体の関与 
放射線などを用いる脳画像研究により、統合失調症患者の脳内ではムスカリ
ン受容体の機能異常をきたしていることが示唆されている[10]。ムスカリン受容
体非選択的リガンドである[123I]-I-QNBを用いた単一光子放射断層撮影（SPECT）
により、健常人と比較して未治療患者では皮質や基底核におけるムスカリン受
容体結合能の低下が認められ、さらにこの結合能の低下と陽性症状における重
症度の間には相関が認められた。また、死後脳の研究において、M1 および M4
受容体に比較的選択的なリガンドである[3H]-pirenzepine の結合能は、統合失調
症患者の前頭前皮質（PFC）、および海馬において低下していた[11-13]。また、
患者の PFC および海馬において、それぞれ M1および M4受容体の mRNA 発現
量の低下が認められた[12, 14]。 
M1からM5受容体ノックアウト（KO）マウスを用いた研究により、統合失調
症における各サブタイプの役割に関する重要な情報がもたらされた[9]。ムスカ
リン受容体非選択的拮抗薬である scopolamineにより認知機能の複数のドメイン
において障害が認められることが知られているが[15]、M1 受容体 KO マウスで
は、モリス水迷路試験や恐怖条件付け文脈学習試験における学習や記憶に有意
な障害は認められなかった[16, 17]。しかしながら、作業記憶や win-shift 課題と
いった皮質と海馬の間で情報伝達の相互作用が必要とされる課題では障害が認
められ[17]、また 5 肢選択反応時間課題においては固執行動が認められた[18]。
作業記憶障害や固執行動は統合失調症患者においても認められることから[19, 
20]、統合失調症の認知機能障害の一部については、M1受容体機能低下に起因し
ている可能性が考えられる。また、M1受容体 KO マウスでは、線条体における
ドパミン遊離量の増加を伴う自発運動量の亢進や[16, 21]、amphetamine 誘発運動
過多の増強が認められたことを考慮すると[21]、M1 受容体機能低下は認知機能
障害のみならず、陽性症状にも関与していることが示唆される。一方で、同じ
く脳内で多く発現しているサブタイプであるM4受容体のKOマウスにおいても、
M1受容体と同様に自発運動量の亢進が認められた[22, 23]。Tzavaraらは、M4受
容体は中脳に投射するコリン作動性神経に自己受容体として発現し、KOマウス
の中脳において ACh量が上昇していることを報告した[24]。さらに、amphetamine
によるドパミン遊離の亢進はM4受容体KOマウスにおいて増強されることが報
告されており、これらの知見から、M4受容体機能低下は統合失調症における陽
性症状に寄与していることが示唆される。以上のことをまとめると、統合失調
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症において M1 受容体は認知機能障害と陽性症状に、M4 受容体は陽性症状にそ
れぞれ寄与していることが示唆され、M1/M4両受容体を賦活化する化合物が新た
な統合失調症治療薬として有用である可能性が考えられる。 
 
 
（４）ムスカリン受容体作動薬の探索研究 
ここ 20 年の間に、M1、M4受容体の両方、またはいずれか一方を賦活化する
化合物創製の試みがなされてきたが[25, 26]、統合失調症を適応として承認され
たものは存在しない。その原因としては、安全性における懸念や、薬効と副作
用の間で十分な安全域が確保できなかったことなどが考えられる。これまでに
開発されたムスカリン受容体作動薬の一つである xanomeline（図 9）は、アルツ
ハイマー病患者を対象にした大規模二重盲検試験において非常に優れた薬効を
示し、認知機能や行動症状を改善した[27]。しかしながら用量依存的に嘔吐や流
涎、下痢といった消化器系副作用を誘発し、これらが直接の原因であるかは明
らかではないものの、それ以降の開発は中止された。一方で、xanomeline は統合
失調症治療薬としての開発もなされており、陽性症状、陰性症状、および認知
機能障害の全ての症状を改善したことから[28, 29]、この結果はM1/M4受容体賦
活化が統合失調症治療において有効であるという proof of concept の取得へと繋
がった。また、本臨床試験に参加した患者は、既存の D2受容体拮抗薬による治
療効果が不良である治療抵抗性患者であったことから、M1/M4受容体賦活化は、
既存薬に治療抵抗性を示す患者に対する有用なアプローチであることも示唆さ
れた。 
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図 9 これまでに開発されたムスカリン受容体作動薬の一例 
 
 
（５）Xanomelineを用いた非臨床研究 
M1/M4受容体作動薬に関する臨床試験における報告は限られているが、非臨床
試験については多くの報告がなされている。臨床試験において抗精神病作用が
認められたことと一致して、xanomelineは複数のげっ歯類モデルにおいて強力な
抗精神病様作用を示しており、D1/D2受容体作動薬 apomorphine 誘発クライミン
グ行動やプレパルス抑制（PPI）障害、および amphetamine誘発運動過多を抑制、
または改善した [30-32]。このような xanomeline による抗精神病様作用は
sabcomeline、milameline、talsaclidine（図 9）などといった他のムスカリン受容体
作動薬においても認められていることから[27]、xanomelineによる統合失調症患
者に対する治療効果はムスカリン受容体の賦活化に基づくと考えられる。さら
に、xanomeline と M1または M4受容体 KO マウスとを用いた薬理学研究によっ
て、ムスカリン受容体各サブタイプが抗精神病作用に寄与する機構が明らかに
なってきた。Wooley らは amphetamine 誘発運動過多に対する xanomeline の改善
作用が、M4受容体 KOマウスにおいてはほぼ完全に消失し、M1受容体 KOマウ
スでは部分的な抑制に留まることを報告している[33]。また Denckerらは、線条
体における D1受容体発現細胞に発現している M4受容体を選択的に欠損したマ
ウスでも、xanomelineによる抗精神病様作用が消失したことを明らかにしている
[34]。線条体において、M4受容体の活性化は直接路にてドパミン D1受容体シグ
ナルに拮抗し、long-term depression をもたらすことが報告されるなど（図 10）、
特にM4受容体は注目を集めているが、その選択的作動薬が報告されていないた
め、サブタイプ選択的 M4受容体作動薬の創製およびその行動薬理学的研究が望
まれていた。 
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図 10 Xanomelineの統合失調症における作用メカニズムに関する概略図 
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（６）ムスカリン受容体作動性に起因する副作用の懸念 
ここまでで、M1受容体は認知機能障害および陽性症状へ、M4受容体は陽性症
状への関与がそれぞれ示唆されていることを論述した。一方でこれらの受容体
を介した副作用も懸念される。延髄には、嘔吐反射を発生させる領域である嘔
吐中枢が存在し、さらにその近傍には化学受容器引き金帯（CTZ）が存在する。
M1受容体は CTZにも発現しており、受容体が賦活化すると嘔吐中枢へ興奮が伝
わり嘔吐が誘発される[35]。実際、強力な M1作動性を示す xanomeline は臨床試
験に参加したアルツハイマー病患者のうち約 40%において嘔吐を誘発した[27]。
一方で、KOマウスを用いた研究において、非選択的ムスカリン受容体作動薬で
ある pilocarpine が誘発する痙攣および致死は、野生型および M2-M5受容体 KO
マウスにおいては認められたものの、M1 受容体 KO マウスでは消失した[36]。
以上のことから、M1受容体は嘔吐や痙攣を誘発する可能性が考えられる。また
M4受容体 KO マウスを用いた研究において、既存薬により惹起されるカタレプ
シーが KOマウスでは減弱することが報告されている[37]。カタレプシーはヒト
における錐体外路症状のモデルと考えられており、この結果からM4受容体作動
性を有する化合物と既存薬を併用すると、既存薬による錐体外路症状が増悪化
する可能性が考えられる。また、M2/M3受容体賦活化により種々の副作用が発現
する可能性も懸念される。KO マウスを用いた研究において、oxotremorine 誘発
振戦は、M2 受容体 KO マウスにおいてのみ消失したことから[36]、本受容体に
対する結合親和性は乖離する必要がある。さらにM3受容体は、その賦活化によ
り流涎といった腺分泌亢進や縮瞳を誘発する可能性が考えられる[36]。 
以上のことから、著者は M1/M4受容体選択的で M2/M3受容体作動性を乖離し
ており、かつ M1/M4受容体への作動性が xanomeline と比較して部分的な化合物
が創製できれば、それは統合失調症の症状に薬効を示しつつ、ムスカリン受容
体に起因する副作用を乖離することが可能な画期的な新規治療薬となるのでは
ないかと考えた。このような化合物を取得するため構造活性相関研究を行った
結果、M1/M4受容体選択的部分作動薬 1（化合物 1、図 11B）とM4受容体選択的
作動薬 2（化合物 2、図 11C）を見出した。これらはいずれも過去に報告された
ことの無いコンセプトである。そこで著者は、これらの化合物の単独での作用、
または既存薬との併用による作用を検証するため各種行動薬理試験を実施した。 
 
 
18 
 
第２節 実験結果および考察 
 
（１）新規ムスカリン受容体作動薬の作動性 
ムスカリン受容体非選択的作動薬である xanomeline に関する知見に基づき、
M1/M4受容体選択的で、その作動性が部分的な化合物を探索した結果、ムスカリ
ン受容体発現細胞を用いた作動性評価により、図 11、および表 1 に示されるよ
うな構造、および活性を有する M1/M4受容体選択的部分作動薬である化合物 1、
およびM4受容体選択的作動薬である化合物 2を見出した。 
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図 11 Xanomeline、化合物 1、および化合物 2 の構造式、および作動性 
AChによる最大反応を 100%（Emax）とした。 
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表１ 各化合物の EC50、および Emax 
 
 
 
（２）MAP 試験、および PPI試験 
 抗精神病様作用評価法として、ラットを用いた methamphetamine 誘発運動過多
試験（MAP 試験）、およびプレパルス抑制試験（PPI 試験）を実施した。
methamphetamine 投与により自発運動量は有意に亢進した（図 12A）。なお、以
降の試験においては動物使用数削減の観点から、methamphetamineを投与しない
溶媒対照群を設定しなかった。 
次に、M4受容体選択的作動薬である化合物 2 の作用を評価した。その結果、
用量依存的かつ有意な抗精神病様作用が認められた。本結果により、著者はM4
受容体選択的作動薬が抗精神病様作用を示すことを初めて明らかにした（図
12B）。 
続いて xanomeline（図 12C）、および化合物 1（図 12D）の評価を実施した結
果、いずれの化合物も methamphetamineによる運動量亢進を用量依存的、かつ有
意に抑制したことから、これまでの報告と同様に xanomeline の作用を検出でき
たと同時に、陽性症状の改善に寄与すると考えられる M1/M4 受容体作動性が部
分的であっても、薬効は保持されることが明らかになった。既存薬の陽性症状
におけるヒトでの薬効用量と、このMAP 試験における有効用量との間で相関が
あることから、本試験はヒトでの薬効を予測する上で妥当性の高い病態モデル
であると考えられる。一方で、本モデルは自発運動量の亢進という統合失調症
患者では認められない行動異常を指標にしていることから、表面妥当性が乏し
いと考えられる。そこで、ヒトでも動物でも共通して認められる PPI を指標に
用いた試験を併せて実施し、ヒトで再現可能な行動変化に対する効果を検証し
た。 
M4 M1 M2 M3 M5
Xanomeline 126 / 85 16 / 100 379 / 36 44 / 86 46% (30 mM)
化合物1 23 / 50 9 / 60 13% (30 mM) 4% (30 mM) 4% (10 mM)
化合物2 13 / 84 7% (3 mM) 4% (30 mM) 4% (30 mM) 6% (30 mM)
EC50 (nM) / Emax (%), または作動性
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まず、ドパミン D1/D2受容体作動薬である apomorphineにより有意な PPIの低
下が認められた。一方で、ヒトで統合失調症の治療効果を示した xanomeline は
これまでの報告と同様に[32]、apomorphine 誘発 PPI 低下を有意に改善した（図
13A）。次に、化合物 1 を投与したところ、xanomeline と同様に PPI 低下を改善
したことから（図 13B）、化合物 1 は表面妥当性を有する試験においても
xanomeline と同様に抗精神病様作用を示した。また、本試験により著者らは
M1/M4 受容体部分作動性により PPI 障害が改善されることを初めて明らかにし
た。 
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図 12 (A) Methamphetamineがラットの自発運動量に及ぼす作用(n = 6)。 
** P < 0.01 (unpaired t test). (B-D) 化合物 2、xanomeline、および化合物 1
のmethamphetamine誘発運動過多への作用(n = 6)。##P < 0.01, ###P < 0.001 
(Dunnett test). 
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図 13 Apomorphine誘発 PPI障害に対する xanomeline(A)、および化合物 1(B)
の作用(n = 7–9)。**P < 0.01 (unpaired t test),  ##P < 0.01 (Dunnett test). 
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（３）既存薬との併用による MAP 試験、およびカタレプシー誘発試験 
 先述のように、M4受容体の KOマウスでは D2受容体拮抗薬によるカタレプシ
ーが減弱した。M4受容体の作動性を部分的にした目的の一つは、現在臨床で用
いられている抗精神病薬との併用により錐体外路症状が増悪しないことを期待
した点である。本コンセプトを検証すべく、化合物 1 と統合失調症治療に頻用
される抗精神病薬である risperidoneとの併用試験を行った。MAP 試験において、
ともに有意な抗精神病様作用を示さない用量の化合物 1 (0.6 mg/kg, s.c.)と
risperidone (0.6 mg/kg, p.o.)を併用したところ、有意な抗精神病様作用が認められ、
抗精神病薬との併用により相乗効果が期待できることを明らかにした（図 14）。 
 
 
 
 
図 14 Methamphetamine誘発運動過多における、無効量の risperidoneに対
する化合物 1 の併用効果(n = 6)。**P < 0.01 (Dunnett test).  
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一方で、M4受容体作動性を有する化合物と既存薬を併用すると、ヒトにおい
て錐体外路症状が増悪化する可能性が考えられる。そこで、xanomeline や化合物
1 が、既存薬である haloperidol や risperidone が誘発するカタレプシーを増悪化
するかについて、ラットを用いた実験で検証した。その結果、xanomeline（図 15A）、
および化合物 1（図 15B）は単独ではカタレプシーを惹起しなかった。一方で、
既存薬により惹起されたカタレプシーについて、M4作動性の強い xanomelineは
有意な増悪化作用を示したが、M4作動性が比較的弱い化合物 1 は増悪化作用を
示さなかった。本結果から著者らは、臨床試験では明らかでなかった xanomeline
と既存薬との併用により錐体外路症状が悪化する可能性を見出し、またM4受容
体の作動性を部分的にすることで薬効の相乗作用を保持しつつ、錐体外路症状
悪化リスクを回避できることを見出した。以上の結果から、錐体外路症状の発
現により既存薬を増量できない患者において、化合物 1 は既存薬と併用する新
たな治療選択肢を提供することが期待できる。 
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図 15 (A) Haloperidol 誘発カタレプシーに対する xanomelineの作用(n = 6)。 
*P < 0.05, **P < 0.01 (Dunnett test). (B) Risperidone誘発カタレプシーに対
する化合物 1 の作用(n = 6)。NS, not significant. (Dunnett test). 
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（４）副作用評価 
 続いて単独投与による副作用の検証を実施した。アルツハイマー病患者にお
いて xanomelineは嘔吐を誘発したが[27]、この作用は開発中止の原因の少なくと
も一部に寄与していると推察される。一方で、ムスカリン受容体サブタイプの
うちM1受容体は嘔吐に関与していることが知られていることから[35]、M1作動
性を有する化合物 1 の嘔吐誘発作用を検証することは重要である。しかしなが
ら、ラットやマウスといったげっ歯類では嘔吐反射が認められないため評価に
用いることができない。このように嘔吐反射には種差が存在することから、嘔
吐誘発作用の検証はカニクイザルを用いて実施した（図 16）。3 頭のサルに
xanomeline または化合物 1 を投与した後に一般症状観察を実施した結果、
xanomeline投与群では、全ての個体において嘔吐、流涎、縮瞳といった、ムスカ
リン受容体作動性に起因すると考えられる症状に加えて、発現メカニズムは不
明であるが傾眠作用を誘発した。一方で、化合物 1 投与群では嘔吐、傾眠がい
ずれの個体においても認められず、流涎と縮瞳も認められた頭数は、それぞれ 2
頭と 1頭で、程度は軽微であった（表 2）。以上の結果より、化合物 1のM1作動
性を部分的にしたことにより、嘔吐が誘発されなかった可能性が示唆された。
しかしながら、嘔吐発現に関与する受容体は M1受容体だけでなく他にも複数存
在するため、嘔吐と M1 受容体の関係を考察するには更なる検証が必要である。
また、流涎においては主にM3受容体、部分的に M1/M4受容体が、縮瞳において
は M3受容体が寄与している可能性が示唆されている[36]。これらの知見から、
化合物 1は、M1/M4受容体の部分作動薬であり、かつ M3受容体作動性が乖離し
ているために、流涎と縮瞳の副作用の発現が減弱されたと考えられる。そこで、
流涎誘発作用を定量的に評価するため、マウスを用いた唾液分泌量の測定を実
施した。その結果、xanomeline は有意に唾液分泌を亢進したが（図 17A）、化合
物 1 では軽微な唾液分泌しか認められず（図 17B）、カニクイザルにおける試験
と同様の傾向が認められた。カニクイザルでの試験結果と併せて考慮すると、
少なくとも化合物 1 は、xanomelineよりも腺分泌に関する懸念が小さいと考えら
れる。 
最後に、中枢性のコリン性副作用である痙攣および振戦誘発作用を検証する
ため、同じくマウスを用いて一般症状観察を実施した。その結果、xanomeline (100 
mg/kg)は痙攣を誘発しなかったが、投与後 1 時間において軽微な振戦が認められ
た。一方で、化合物 1 (100 mg/kg)は痙攣、振戦ともに誘発しなかったことから
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表 2 カニクイザルを用いた一般症状観察(n = 3)。 
図 16 カニクイザル 
嘔吐 流涎 縮瞳 傾眠
Xanomeline 1 mg/kg 2 / 3 3 / 3 3 / 3 3 / 3
3 mg/kg 3 / 3 3 / 3 3 / 3 3 / 3
化合物1 1.5 mg/kg 0 / 3 2 / 3 1 / 3 0 / 3
6 mg/kg 0 / 3 2 / 3 1 / 3 0 / 3
（表 3）、M1/M4 の作動性を部分的にしたことにより痙攣や振戦誘発作用を乖離
できた可能性が示唆された。 
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図 17 Xanomeline (A)、および化合物 1 (B)がマウスにおける唾液分泌量に及ぼす
作用。 (n = 3–5)。***P < 0.001 (Dunnett test). 
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表 3 マウスを用いた一般症状観察(n = 3)。 
 
 
 
 
 
 
（５）小括 
以上、本章では著者らが見出したM1/M4受容体選択的部分作動薬、およびM4
受容体選択的作動薬を用いて行動薬理学的評価を行った結果、M4受容体作動性
が、MAP 試験において抗精神病様作用を示すことを明らかにした。また、M4
受容体作動性が部分的であっても、M4作動性が強力な xanomeline と同等に抗精
神病様作用を示すことを明らかにした。一方、xanomelineにおいて認められた既
存薬誘発カタレプシーの増悪化は、M4受容体作動性を部分的にすると消失し、
既存抗精神病薬との併用が可能である事が示唆された。また、M1受容体作動性
を部分的にしたことや、M2/M3受容体作動性を乖離したことで、嘔吐、流涎、お
よび縮瞳といったムスカリン受容体作動性に起因すると考えられる副作用を回
避、または軽減できたことを、カニクイザルなどを用いた一般症状観察で証明
した。 
 
  
痙攣 振戦
Xanomeline 100 mg/kg 0 / 3 3 / 3 （軽微）
300 mg/kg 0 / 3 3 / 3 （軽微）
化合物1 30 mg/kg 0 / 3 0 / 3
100 mg/kg 0 / 3 0 / 3
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第２章 コモンマーモセットを用いた
認知機能障害モデルの作製 
 
第１節 背景 
 
（１）認知機能障害に関する病態モデルの現状 
統合失調症における認知機能障害は、患者の社会復帰に大きな影響を及ぼす
中核症状の一つである（図 3）。従って、認知機能障害の改善は極めて重要な課
題であるが、現在使用可能な抗精神病薬は、陽性症状には一定の薬効を示す一
方で認知機能障害には十分ではない[38, 39]。しかしながら、これまでになされ
てきたげっ歯類を対象とした認知機能評価試験において、臨床現場における実
情に反して既存薬は病態モデルに対して改善作用を示すことが報告されている
[40, 41]。このように、げっ歯類とヒトとの間で結果の相違が認められた原因の
一つとして、ヒトの認知機能を司っている脳部位が前頭前皮質(PFC)であること
が挙げられる（図 18）。非ヒト霊長類(NHP)では PFC の発達が認められ、機能に
応じて背外側部、内側部、および眼窩部と分類できる。一方で、げっ歯類は NHP
と比較して皮質部が未発達であることに加えて、機能に応じた細分化も不十分
であり、そもそもげっ歯類には PFC が存在するのかといった議論もなされてい
るほどである[42]。実際、全皮質部に占める PFC の割合は、ヒトでは 30%弱、
マカクザルでは 11%であるのに対して、げっ歯類では 2%以下であり、げっ歯類
における PFC は NHP に比べて未発達である[43]。従って、げっ歯類は NHP と
は異なる神経回路で認知機能を実行しており、これがげっ歯類とヒトの間で、
認知機能評価における結果が乖離していることに繋がっている可能性が考えら
れる。以上のことから、PFC 機能障害が原因と考えられる認知機能障害の治療
薬を開発する上では、げっ歯類だけでなく、脳構造がより発達している NHP を
用いた病態モデルによる薬効評価を実施することが、薬剤のヒトでの薬効予測
精度を向上させるために重要であると考えられている。 
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（２）NMDA受容体による認知機能障害の惹起 
Ketamine や PCP といった NMDA 受容体阻害薬（図 19）は、健常人に投与す
ると幻覚や妄想、感情鈍麻、思考障害などといった統合失調症様症状を惹起す
ることが知られている[44, 45]。また、認知機能障害は複数の認知機能ドメイン
に分類することができるが[38]、それのうち作業記憶を評価する n-back 課題につ
いて、課題実施中は PFC 機能が亢進することが報告されている[46, 47]。このよ
うに PFC 機能依存的な課題である n-back 課題において、ketamine は健常人にお
ける成績を悪化させたことから[48]、統合失調症患者の認知機能障害は、PFC に
おけるNMDA受容体機能低下を介したグルタミン酸神経情報伝達の異常に起因
している可能性が考えられる。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
図 19 
Ketamineおよび PCPの構造式 
図 18 
脳における PFCの部位 
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（３）コモンマーモセットを用いた認知機能障害モデル 
NMDA 受容体阻害薬による、PFC 機能障害が関与すると考えられる認知機能
障害は、NHP においても同様に惹起されることが報告されている[49-51]。従っ
て、NHP を用いた NMDA受容体拮抗薬誘発認知機能障害モデルは、非臨床試験
から臨床試験への橋渡し研究において、表面妥当性や構成概念妥当性を備えた
有用な薬効評価系となり得ると考えられる。NHP を用いたこれまでの認知機能
評価では、その多くでアカゲザルをはじめとした大型サルが用いられてきた。
しかしながら大型サルは取り扱いが困難であり、また試験に供する被験物質が
大量に必要となり、複数化合物のスクリーニングに使用することは困難である。
一方で、図 20に示すような特長を有する小型サルであるコモンマーモセットは、
遺伝学的、免疫学的にヒトと近接しており、また全皮質部に対する PFC が占め
る割合は 9%と、大型のマカクザル並みの発達が認められる。また霊長類では初
となる遺伝子改変マーモセットも作製されており[52, 53]、実験動物として近年
大きな注目を浴びている。著者の知る限りでは、これまでにマーモセットを用
いた ketamine誘発認知機能障害モデルに関する報告はなされていない。 
 
 
  図 20 コモンマーモセットの特長 
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（４）CANTABを用いた行動薬理評価 
NHP の認知機能を評価する手法はこれまでに数多く報告されているが、表面
妥当性の高い病態モデルを作製するためには、ヒトで用いられているものと同
様の手法を用いて病態を惹起することが望ましいと考えられる。CANTAB（図
21）はタッチパネルを用いた認知機能評価バッテリーであり、記憶能力や注意
機能、実行機能など、評価したい認知機能ドメインに応じて課題を選択できる。
第２章では、CANTAB に含まれる空間作業記憶（SWM）課題を用いて病態モデ
ルの作製を試みた（図 21）。SWM 課題は臨床試験において最も使用されている
課題の一つであり[54]、統合失調症患者において SWM 課題における成績低下が
認められている[55]。また、SWM 課題は n-back課題と同様に PFC 機能依存的と
考えられていることから[56-58]、PFC 機能障害を惹起することが報告されてい
る ketamine が、マーモセットにおいても SWM 課題において障害を惹起する可
能性は十分に考えられる。 
 
 
 
 
 
 
  
図 21 CANTABのタッチパネル、および SWM課題の手順 
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（５）陽性対照の選定 
 病態モデルを作製する際には、ヒトにおける病態に対して改善作用を示す薬
剤（陽性対照）の評価を実施し、そのモデルの予測妥当性を検証することが必
要である。しかしながら、これまでに認知機能障害を適応とした薬剤は開発さ
れていない。従って、本病態モデルにおいては、認知機能障害改善作用を示唆
する報告が最もなされているメカニズムを有する化合物を評価することが望ま
しいと考えられる。第１章において用いたムスカリン受容体作動薬である
xanomelineは、統合失調症患者における認知機能障害を改善したことから陽性対
照となり得るが、種々の副作用の懸念があり動物愛護の観点から好ましくない。
そこで本章では、統合失調症患者での改善報告はないものの最も有望なターゲ
ットの一つとして考えられているドパミン D1受容体作動薬を用いた。D1受容体
は PFCにおいてD2受容体の数倍発現しており、SawaguchiとGoldman-Rakicは、
NHPにおいてD1受容体拮抗薬を局所投与すると作業記憶課題に障害が認められ
ることを明らかにした[59]。さらに別のグループによる報告では、マカクザルに
おける ketamine誘発作業記憶障害をD1受容体作動薬が改善することを明らかに
している[60]。また、ヒトでは D1/D2受容体作動薬が作業記憶課題における成績
を向上させたのに対して、D2 受容体選択的作動薬は無効であったことから、作
業記憶の過程には主にD1受容体を介した神経伝達が寄与している可能性がある
ことが報告されている[61]。 
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以上のことから、本章において著者は、簡便で妥当性の高い評価系を構築す
ることを目的として、マーモセットを用いた SWM 課題における ketamine 誘発
認知機能障害モデルの作製を試みた。さらに、本病態モデルにおいて陽性対照
となり得る化合物として、D1受容体作動薬である SKF-81297（図 22）の作用を
検証した。 
 
 
 
 
 
 
  
図 22 
SKF-81297 の構造式 
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第２節 実験結果および考察 
 
（１）トレーニング 
 マーモセットが課題を実行できるようにするためのトレーニングを実施した。
トレーニング開始当初は、マーモセットは 2 図形課題を正確に実行することが
できなかったが、トレーニングの継続により成績は徐々に上昇し、3図形課題に
おいて安定して高い success rateを示すようになるまで実施した（結果省略）。以
降の試験に使用できるまで 1-3ヶ月の期間を要した。 
 
（２）Ketamine用量の設定 
 次に、ketamine の最適用量の検証を行った。Ketamine は麻酔薬としても用い
られるため、仮に動物が麻酔作用により課題を実行できなくなれば success rate
は低下し、見かけ上認知機能障害が惹起されたことになる。従って、ketamine
の作用が偽陽性となることを避けるため、麻酔作用をできるだけ排除した条件
で評価を実施しなければならない。Ketamine を筋肉内投与した 30 分後に、画面
に表示される 1 図形を触るという課題（1 図形課題）を 10 試行実施し、それを
15 分以内に完遂できなくなるまで増量して繰り返し評価を行った。表 4 に示す
ように、完遂できた最大用量を各個体における ketamine 投与量とした。この用
量の ketamine 投与により、直ちに自発運動量の低下やふらつきが発現したが、
投与 30 分後には消失した。全てのマーモセットは、1 図形課題を 1 試行当り平
均 60秒以内に遂行した（表 4）。なお、ketamine投与を伴う実験は 1週間当り 1
回実施した。 
 
（３）2図形課題における ketamineおよび SKF-81297の作用 
 表 4 に示される用量の ketamine、および SKF-81297 を用いて評価を行った。
その結果、図 23に示されるように、個体番号 63 (図 23D)を除く全ての個体にお
いて、ketamineにより 2図形課題における Success rateが有意に低下した。一方
で、ketamine により認知機能障害が惹起された 4 頭のうち 2 頭において、
SKF-81297 3 mg/kg による有意な改善作用が認められた(図 23A, B)。また、個体
番号 205、206における障害も、それぞれ 3または 10 mg/kg の SKF-81297投与
によって改善される傾向が認められた(図 23C, E)。 
38 
 
 
図 23 
2図形課題における、ketamine誘発認知機能障害に対する SKF-81297 の作用 
(n = 5–6 per marmoset)。 *P < 0.05, ** P < 0.01, *** P < 0.001 (paired t-test).  
#P < 0.05 (paired t-test). 
39 
 
（４）3図形課題における ketamineおよび SKF-81297の作用 
Success rate は ketamine により全ての個体において有意に低下した（図 24）。
さらに、SKF-81297 3 mg/kg を投与した 3頭では全ての個体において（図 24A-C）、
10 mg/kg を投与した 2頭ではそのうち 1頭において（図 24D）、それぞれ有意な
改善作用が認められた。残りの 1頭においても、SKF-81297による改善傾向が認
められた（図 24E）。 
 
 
 
図 24 
3 図形課題における、ketamine 誘発認
知機能障害に対する SKF-81297の 
作用(n = 5–6 per marmoset)。  
*P < 0.05, **P < 0.01 (paired t-test). 
#P < 0.05, ##P < 0.01 (paired t-test). 
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（５）2、および 3図形課題における ketamine および SKF-81297の作用のまとめ 
 全個体の結果をそれぞれ平均化すると、いずれの課題においても有意な
ketamine による認知機能障害惹起作用、および SKF-81297 による改善作用が認
められた（図 25）。 
 
 
 
（６）その他の結果と考察 
表 4 に示されるように、全ての個体において ketamine による 2 図形課題にお
ける accuracy rate の有意な低下は認められなかった。しかしながら、3図形課題
においては 5 頭中 3 頭において有意な低下が認められた。さらに、SKF-81297
は個体番号 205 を除く全ての個体において有意な改善作用を示した。また、
ketamineは両課題のいずれか、または両方において、4頭の omission の発現を有
意に増加させた。一方で、不正解試行数の割合は個体番号 206 においてのみ、
ketamineによる有意な増加が認められた。1 試行を正しく完遂するまでに要した
時間は、全ての個体において ketamine による延長が両課題で認められた。
SKF-81297 は、個体番号 205 以外の個体において ketamine による omission の増
加を抑制し、また個体番号 206における不正解試行数の割合の増加を抑制した。
図 25 
2、および 3図形課題における ketamine誘発認知機能障害に対する SKF-81297の 
作用の平均(n = 5)。 ** P < 0.01 (paired t-test), #P < 0.05, ##P < 0.01 (paired t-test). 
 
41 
 
さらに、SKF-81297 3 mg/kgを投与された 3 頭のうち 2頭において、ketamineに
よる、1試行を正しく完遂するまでに要した時間の延長が短縮された。先述した
ように、表 4 にある ketamine 用量を投与した際に、いずれの個体においても 1
図形課題を完遂できたことを考慮すると、本試験において認められた ketamine
誘発認知機能障害は、ketamineの麻酔作用によるものではないと考えられ、また、
各個体の報酬を獲得しようとする意欲も ketamine により減退しなかったと考え
られる。以上のことから、著者はマーモセットを用いた本評価系において、
ketamineは運動機能低下に基づく成績悪化を惹起することなく、認知機能障害を
誘発したことを示した。さらに、ketamine 誘発認知機能障害に対して D1受容体
作動薬が薬効を示すことを見出した。 
本章において、個体間で ketamine の最適用量が異なった理由は不明である。
ketamineは反復投与により耐性を形成することが報告されている[62]。本試験に
おいて ketamine は約 1 週間という比較的長い投与間隔を設けたものの、耐性の
形成のしやすさにおける個体差が、ketamineの最適用量の違いに寄与している可
能性は否定できない。また、2図形課題において SKF-81297が有意な改善作用を
示したのは 2頭の個体においてのみであった。この理由として、2 図形課題はマ
ーモセットにとって容易な課題であったため、本課題における ketamine 誘発障
害は、SKF-81297の改善作用を評価できるほど十分に惹起されなかった可能性が
考えられる。実際、1頭において ketamineによる Success rate の有意な低下は認
められず、また 2図形課題における溶媒投与時の 5頭の成績の平均は 85.8 ± 2.8%
と、3図形課題における成績（67.2 ± 2.3%）よりも高い成績であった。 
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（７）作用メカニズムの推定 
 PFC における錐体細胞は、グルタミン酸作動性の興奮性入力と、GABA 作動
性の抑制性入力のバランスにより制御されている。Ketamineを含む NMDA受容
体阻害薬は、錐体細胞上よりも GABA作動性介在神経上の NMDA 受容体に選択
的に作用することが知られており[63]、また NMDA 受容体阻害薬によりラット
の皮質部においてグルタミン酸の遊離が亢進することが報告されている[64, 65]。
これは NMDA受容体阻害薬による GABA 作動性神経の抑制により、神経回路の
脱抑制が惹起されたことが原因であると考えられる。一方で、臨床試験におい
て統合失調症患者の PFCにおけるGABA作動性神経の機能低下が認められてお
り[66]、統合失調症患者において興奮性、および抑制性入力のバランスが保たれ
ていないことが示唆される。以上のことを考慮すると、GABA 作動性介在神経
の機能低下による過剰なグルタミン酸作動性神経伝達が、統合失調症の発症メ
カニズムに寄与している可能性が考えられる（図 26）。また、解剖学的検証を行
った報告によると、D1受容体はPFCにおいて前シナプス性に発現しており[67]、
別の研究グループはそのD1受容体の賦活化によりグルタミン酸の遊離が抑制さ
れることを明らかにしている [68, 69]。これらの知見から、本章において
SKF-81297 は PFC における ketamine によるグルタミン酸遊離亢進を抑制したこ
とにより、ketamine 誘発認知機能障害を改善した可能性が考えられる（図 27）。 
 
 
（８）小括 
 以上、本章では CANTABに含まれる SWM 課題を用いてマーモセットの認知
機能を評価した結果、ヒトおよび他の NHP と同様に、マーモセットにおいても
ketamineにより障害が惹起されることを初めて明らかにした。さらに認知機能改
善作用を有する可能性が示唆されている D1受容体作動薬が、マーモセットにお
ける同障害を改善することを示した。これらの知見、および、マーモセットは
取り扱いが容易で、必要な被験物質量は少量であるといった利点を考慮すると、
本章において作製した認知機能障害モデルは簡便で実用的な評価系となり得る
ことが示唆された。 
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図 26 
PFCにおける ketamineの想定される作用メカニズム 
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図 27 
SKF-81297 の想定される作用メカニズム 
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第３章 コモンマーモセットを用いた         
自閉症スペクトラム障害モデルの作製、および      
非定型抗精神病薬 lurasidone の作用検討 
 
第１節 背景 
 
（１）自閉症スペクトラム障害を患った乳幼児に認められる症状 
自閉症スペクトラム障害（ASD）は、社会性や他者とのコミュニケーション
能力に障害が認められたり、常同的で興味の範囲が限られた行動を取ったりす
ることを主な特徴とする発達障害の一種である。米国精神医学会により発表さ
れた、精神疾患の診断分類である DSM-Ⅳにおいて、ASD は患者の知能や重症
度に応じて図 6のように分類されていたが、2013年に発表された DSM-5への改
訂により、このような自閉症や広汎性発達障害、アスペルガー症候群といった
分類は廃止され、ASD へと統合された。DSM-5によると、ASDは表 5に示され
るような診断基準となっている。その中に「A.2. 他者との交流に用いられる非
言語的コミュニケーションの障害」とあるが、これに関連して、自閉症スペク
トラム障害を患った乳幼児（ASD 児）では視覚的共同注視（JVA）という「他
者とともに事物に注意を配分し共有すること」と定義される社会的行動に異常
が認められる（図 28）[70-73]。幼児における言語発達の基盤となる JVAには[74, 
75]、受動的な responding to joint attention（RJA）と能動的な initiating joint attention
（IJA）の 2つの様式があり、これらの行動は健常児において生後数か月後から
見られるようになる[76, 77]。RJAとは他者の視線、頭部姿勢、および指差し行
動を追従し、その先にある対象への関心を共有する能力を指す。一方で、IJAと
は乳幼児が自分の興味を他者と共有するために、興味の対象となっている物体
などへ自発的に指差しを行う能力のことである。これまでに、RJA や IJA 機能
を評価する試験において、健常児と比較して ASD児では成績の低下が認められ
ることが報告されており[78, 79]、これらの障害は ASDの初期に認められる兆候
であると考えられている[72, 78]。 
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表 5 DSM-5における ASDの診断基準 
図 28 JVAの概念図 
以下のA,B,C,Dを満たしていること。
A: 社会的コミュニケーションおよび相互関係における持続的障害
（以下の3点の特徴で示される）
１．社会的・情緒的な相互関係の障害。
２．他者との交流に用いられる非言語的コミュニケーションの障害。
３．年齢相応の対人関係性の発達や維持の障害。
B: 限定された反復する様式の行動、興味、活動（以下の2点以上の特徴で示される）
１．常同的で反復的な運動動作や物体の使用、あるいは話し方。
２．同一性へのこだわり、日常動作への融通の効かない執着、言語・非言語上の
　　儀式的な行動パターン。
３．集中度・焦点づけが異常に強くて限定的であり、固定された興味がある。
４．感覚入力に対する敏感性あるいは鈍感性、あるいは感覚に関する環境に
　　対する普通以上の関心。
C: 症状は発達早期の段階で必ず出現するが、後になって明らかになるものもある。
D: 症状は社会や職業その他の重要な機能に重大な障害を引き起こしている。
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（２）自閉症スペクトラム障害病態モデルの現状 
ASD 児における発達遅滞は社会的自立において重大な障壁となるが、これま
でに ASDの主症状を適応として承認された薬剤は存在しない。この原因として、
ASD の病態メカニズムがまだ解明されていないことに加えて、げっ歯類を用い
た ASD病態モデルにおける妥当性が複数の点で不十分であることが考えられる。
まず、げっ歯類では捉えられる行動の種類に限界があることである。近年げっ
歯類を用いた ASD モデルとして、バルプロ酸を投与された妊娠ラットから出生
した仔がしばしば用いられている[80]。これはヒトにおいて、胎生期にバルプロ
酸に曝露されると ASDの発症リスクが上昇するという報告に基づいて作製され
たモデルであるが[81]、そのモデル動物が、「初見の個体に接近し、匂いを嗅い
だり舐めたりした時間」を社会的相互性の指標としており、実際の患者で認め
られる症状とは異なる。また、ASD 児において認められる JVA障害といった複
雑な行動異常を、げっ歯類を用いて捉えることは困難である。一方で、生後数
か月の健常児において、JVA 実施中に背内側 PFC の賦活化が認められるのに対
し[82, 83]、ASD児では PFC 機能障害が認められることから[84]、ASD児におい
て JVAの正常な実施が困難である理由の一つとして PFCの機能異常が推測され
る。ところが、第２章においても論述したように、げっ歯類の PFC は未発達で
あり[42, 43]、 PFC 機能障害を指標とした試験の実施は困難である。以上の理由
から、げっ歯類を用いた試験の結果をもとに、ASD に対する薬効を予測するこ
とには限界があると考えられる。一方で、これまでにチンパンジーやアカゲザ
ル、ニホンザルといった NHP は JVA (RJA) を実行可能であると報告されている
[85-87]。JVAのようにヒトと NHP とで共通して見られる行動を指標にして、PFC
の発達が認められる NHP を用いた検証をすることは、げっ歯類とヒトとの間で
乖離する結果を繋ぐために重要であると考えられるが、第２章で用いたコモン
マーモセットが JVA を実行可能であるかについての報告はない。 
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（３）NMDA 受容体機能低下に注目した自閉症スペクトラム障害病態モデルの
作製 
 第２章でも論述したように、NMDA 受容体の機能異常は統合失調症に関与し
ていることが報告されているが、近年ではそれが ASDにも関与している可能性
が示唆されている[88-91]。また、NMDA 受容体阻害薬は、健常人において複数
の ASD様症状を惹起し[88]、さらに、NMDA受容体の positive modulator である
d-cycloserineは、ASD モデルマウスである BTBR T+ Itpr3tf/J マウスにおいて社会
的相互性障害を改善したと報告されている[91]。このように、ASD と NMDA 受
容体機能低下の関係性が強く示唆されていることから、NHP に対する NMDA
受容体阻害薬投与により JVA機能障害が認められるのであれば、当該実験系が、
表面および構成概念妥当性を有する ASDの病態モデルになることが期待される。 
 
 
（４）陽性対照の選定 
 新たな ASD病態モデルを作製する際には、陽性対照の評価が必要である。し
かしながら、これまでに ASDの中核症状を適応とした薬剤は開発されていない
ことから、ASD の改善に繋がると考えられる作用メカニズムを有する化合物の
評価を行い、その評価系の妥当性を検証する必要がある。その有力な候補化合
物の一つとして、2010 年に FDAに承認された抗精神病薬である lurasidoneが挙
げられる（図 29）。著者が所属する研究機関では、マーモセットを用いて行った、
PFC 機能依存的と考えられる認知機能評価試験において、lurasidone投与により
成績が向上したこと[92, 93]、また、マイクロダイアリシス法を用いた実験で、
lurasidone はげっ歯類の皮質におけるグルタミン酸遊離を亢進したことを報告し
ている[94]。以上の知見と、グルタミン酸が NMDA 受容体に作用する生体内神
経伝達物質であることなどを総合的に勘案すると、lurasidone が ketamine 誘発
JVA機能障害を改善する可能性が考えられる。 
 
 
 
 
 
以上のことから、本章において著者は、表面、および構成概念妥当性の高い
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評価系を構築することを目的として、マーモセットを用いた ketamine 誘発 JVA
機能障害モデルの作製を試みた。さらに、ketamine 誘発 JVA 機能障害に対する
lurasidoneの作用を検証した。 
 
 
 
 
 
 
  
図 29 
Lurasidoneの構造式 
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第２節 実験結果および考察 
 
（１）マーモセットにおける JVA機能の有無 
JVA機能を測定するために図 30に示す装置を作製した。この装置の四隅にあ
る白色の箱には扉が取り付けられており、評価者はマーモセットへの合図とし
て、正解の箱に指差し、視線を向ける。マーモセットはその箱の扉を開けると
報酬が得られる（図 31）。マーモセットが報酬を得られるまでに不正解の箱を開
けた回数を指標にして、JVA機能をスコア化した（図 32）。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
図 30 
JVA機能測定装置の模式図 
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図 31 JVA課題実施中の様子 
図 32 スコア付けの方法 
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まず、合図の有無による JVA スコアの違いを指標にして、マーモセットも他
の NHP と同様に JVA 機能を有するか検証した。図 33 に示すように、指差しや
視線といった合図により、合図の提示をしなかったときと比較してスコアは有
意に上昇した。また、合図の提示が無いときのスコアは期待値とほぼ同等であ
ったことから、マーモセットも他の NHP と同様に JVA機能を有していることが
示唆された。なお、期待値は動物が無作為に箱を開けた時に期待されるスコア
であり、以下のように算出した。 
10(1/4) + 3[(3/4) × (1/4)] + 1[(3/4) × (3/4) × (1/4)] = 3.20 
 
 
 
 
 
図 33 
合図提示の有無の違いによる成績の変化。
**P < 0.01 (paired t-test). 
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（２）Ketamine誘発 JVA機能障害に対する lurasidoneの作用 
表 6 に示される用量の ketamine 投与により有意に JVA スコアが低下した（図
34A）。また、ketamine 投与により全ての個体において自発運動量の低下やふら
つきなどが認められたが、30 分後にはそれらの行動変化は消失した。一方で、
lurasidoneは ketamine 誘発 JVA機能障害を有意に改善した(図 34A)。なお、溶媒
対照群と lurasidone/ketamine 投与群の間に有意差は認められなかった。また、
lurasidone の作用評価には約 3 か月を要したが、その間の溶媒対照群のスコアを
前半と後半とに分割して比較した結果、両群間で有意な差は認められなかった
ことから(表 6)、実験期間中の ketamine や lurasidone の反復投与は、各マーモセ
ットの basal scoreに影響しなかったと考えられる。一方で、ketamine誘発障害に
対する lurasidoneの作用評価に用いた 5頭のうち、2頭は既に別の試験に供して
いたため、残りの 3 頭を用いて lurasidone 単独投与による作用を検証した結果、
JVA スコアの有意な上昇は認められなかった(図 34B)。従って、lurasidone それ
自体に JVA機能の亢進作用は無いと考えられる。以上の結果から、lurasidoneが
ASD症状の少なくとも一部に有効である可能性が示唆された。 
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図 34 
JVA課題における成績。(A) Ketamine誘発 JVA機能障害に対する lurasidoneの作用
(n = 4–6 per marmoset)。 (B) 無処置マーモセットにおける JVA 機能に対する
lurasidoneの作用。(n = 4 per marmoset)。*P < 0.05 (paired t-test) ###P < 0.001 
(paired t-test). 
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（３）Ketamineは JVA 機能特異的に障害を誘発したか 
Ketamine によりスコアが低下したが、それは JVA 機能特異的な障害というよ
りも、単なる健忘や注意機能の障害といった、JVA 機能非特異的な作用に起因
している可能性も考えられる。もし前者が原因であれば、合図を実験者とのコ
ミュニケーションを含まない様式に変更して同様の試験を実施すると、ketamine
投与によりスコアは低下しないと考えられるが、後者が原因であるならば同様
の試験を実施するとスコアは低下すると予想される。そこで、JVA 試験におけ
る ketamine 誘発スコア低下は健忘などではなく、JVA 機能特異的な障害による
ものであったのか検証するため、指差しや視線の代わりに、評価者とのコミュ
ニケーションを含まない合図として電球を装着した装置を用いて、ketamineによ
りスコアが低下するか否か検証した（図 35）。 
 
表 6 
本章における個体状況のまとめ 
First half Second half P
1 7 ♂ 8.98 (6) 9.08 (6)
2 7 ♀ 8.28 (5) 7.91 (4)
3 4 ♀ 8.17 (6) 8.60 (5)
4 7 ♀ 7.03 (5) 8.20 (5)
5 4 ♂ 6.43 (5) 6.94 (4)
7.77 ± 0.46 8.15 ± 0.36 n.s.
10
1
4.5
3.5
2
Mean
Subject No. Age Sex
Treatment (mg/kg) Score when administed vehicle/vehicle
Ketamine
57 
 
 
 
 
 
 
Lurasidoneの評価に用いた 5頭のうち 1 頭は手順を学習できなかったため、本
試験には使用しなかった。まず、電球による合図の有無によるスコアの違いに
ついて検証した結果、合図を提示しなかったときと比較して、電球による合図
を提示するとスコアは有意に上昇したことから、電球も指差しや視線と同様に
合図として成立していることが示唆された(図 36A)。また、合図無しのスコアは
期待値とほぼ同等であった。一方で、表 6 に示される用量の ketamine 投与によ
り、スコアの有意な変化は認められなかったことから(図 36B)、ketamine は健忘
や注意機能障害を惹起したのではなく、JVA 機能に特異的な障害を誘発したこ
とが示唆された。 
  
図 35 電球を設置した装置の模式図 
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図 36 
電球の点灯を合図としたときの成績。(A) 合図提示の有無の違いによる
成績の変化。 (B) 電球装着型装置を用いた ketamineの作用検討(n = 4 
per marmoset). **P < 0.01 (paired t-test).  
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（４）その他 
 RJAは IJAとともに ASDの診断に使用されており、RJAの異常は就学前には
認められなくなるものの[78,79]、RJA も生後 18-24 か月までの児童においては
ASDの診断法として有用であると考えられている[95, 96]。本章ではマーモセッ
トが IJA を実施可能であるか不明であったため、著者は RJA を模倣した評価法
を開発した。一方で、著者が用いたマーモセットは比較的高齢であり乳幼児に
相当する年齢ではないため、JVA 試験に用いるには好ましくない可能性も考え
られる。しかしながら、これまでに報告されている NHP を用いた JVA試験とは
異なり、著者が焦点を当てているのは薬剤誘発の JVA 障害であり、本章におけ
る障害は自然発症によるものではないことから、本試験で作製した病態モデル
は不適切ではないと考えられる。また、健常児と ASD児において RJAの成績に
有意差が認められるものの、IJA における成績の差と比較すると非常に小さい
[78,79]。この結果は、本章において ketamine による JVA スコアの低下幅が、有
意ではあるものの小さかったという結果と関係しているかもしれない。 
 著者は、JVA機能障害を誘発するために NMDA受容体阻害薬である ketamine
を使用した。Ketamine は麻酔薬としても使用されることから、第２章と同様に、
可能な限り麻酔作用による影響を排除する必要があった。そのため、本章では 5
分以内に 1 セッションを完遂できるような ketamine の最大用量を探索し、それ
を各個体の最適用量として以降の試験に用いた。ketamine投与により動作が緩慢
になったが、電球を合図として使用した際に、ketamineによる有意なスコアの低
下は認められなかったことから、ketamineにより惹起された動作緩慢はスコアに
影響を及ぼさなかったと考えられる。Ketamine 用量の決定後、予備的に JVA ス
コアに及ぼす作用について複数回評価を実施したところ、各セッションにおけ
るスコアは必ずしも一定ではなかったため、著者は ketamine 投与を伴う群の評
価を少なくとも 4 回ずつ実施し、それらを平均化することで薬剤の作用を評価
することとした。被験物質の作用を評価し終えるまでに時間を要するが、JVA
機能の実行は PFC の賦活化と関連しており[82, 83]、またマーモセットは高度に
発達した PFC を有していることから、本試験における ketamine誘発 JVA機能障
害モデルは構成概念妥当性を有する病態モデルであると考えられる。 
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（５）作用メカニズム 
 Lurasidoneは D2受容体や 5-HT2A受容体だけでなく、5-HT7受容体や 5-HT1A受
容体にも高い結合親和性を有していることが特長であるが（図 37）[97]、これま
でにラットにおいて ketamine 誘発社会的相互性障害が 5-HT7受容体拮抗薬によ
り改善することが報告されていることから[98]、本章における lurasidone の改善
作用も、5-HT7受容体拮抗作用を介している可能性が考えられる。また、バルプ
ロ酸を投与された妊娠ラットから出生した仔に認められる社会的相互性障害は、
5-HT1A 受容体作動薬により改善するということも報告されていることから[99]、
lurasidoneが有する 5-HT1A受容体作動性も、JVA障害に対する改善作用に寄与し
ている可能性が示唆される。しかしながら、lurasidone の作用メカニズムを明ら
かにするには更なる検証が必要である。 
 
 
 
 
（６）小括 
 以上、本章ではヒトや他の NHP と同様にマーモセットも JVA機能を有してい
ることが示唆された。さらに、ketamine は JVA 機能を特異的に障害することが
示唆され、lurasidone がその障害を改善することを明らかにした。マーモセット
が JVAを実施できること、およびマーモセットに限らず NHP を用いた JVA障害
モデルを作製した報告はこれが初めてである。Ketamine を投与されたマーモセ
ットにおいて、JVA機能の異常という ASD 児と類似した行動が認められたこと、
およびマーモセットは PFC が発達した動物種であることから、本章における
ketamine 誘発 JVA 機能障害モデルは、表面および構成概念妥当性を有する ASD
病態モデルとなる可能性が示唆された。 
  
図 37 Lurasidoneの受容体親和性プロファイル 
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総括 
 
 本研究において著者は、中枢神経系疾患治療薬の創製に向けた評価系の構築
と行動薬理学的研究を行い、以下の新知見を得た。 
 
1. M4受容体選択的作動薬が、MAP 試験において xanomelineと同様に抗精神病
様作用を示すことを明らかにした。また、M1/M4受容体選択的部分作動薬は、
M4受容体作動性が部分的であっても xanomeline と同様に抗精神病様作用を
示すことを明らかにした。さらに、xanomeline において認められた既存薬誘
発カタレプシーの増悪化は、M1/M4受容体選択的部分作動薬では M4受容体
作動性を xanomeline と比較して部分的にしたことにより認められなかった
可能性を示したとともに、M2/M3受容体作動性の乖離により嘔吐、流涎、お
よび縮瞳といった副作用を回避、または軽減できた可能性を示した。 
 
2. CANTAB に含まれる SWM 課題を用いてマーモセットの認知機能を評価し
た結果、ヒトおよび他の NHP と同様に、マーモセットにおいても ketamine
により障害が惹起されることを明らかにした。さらに認知機能改善作用を有
する可能性が示唆されている D1 受容体作動薬が、マーモセットにおける同
障害を改善することを明らかにした。 
 
3. 著者が作製した、マーモセットの JVA機能を測定するための装置を用いて、
ヒトや他の NHPと同様にマーモセットも JVA機能を有していることを明ら
かにした。さらに、ketamineは JVA機能を特異的に障害することが示唆され、
lurasidoneがその障害を改善することを明らかにした。 
 
以上、著者はM1/M4受容体選択的部分作動薬が、既存抗精神病薬と併用でき
る画期的な新規作用機序の統合失調症治療薬になり得ること、およびマーモセ
ットが認知機能障害や ASDといった疾患において、妥当性を有する病態モデル
の作製に有用である可能性を示した。本研究の成果は、新しい治療薬が求めら
れている中枢神経系疾患において、その開発を後押しする基礎的知見を提供す
るものである。  
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実験の部 
 
第１章に関する実験手法 
 
FLIPR experiments for muscarinic M1-5 receptors 
The calcium mobilization assays were performed in CHO cells with stable expression 
of human muscarinic M1, M2, M3, M4 or M5 receptors using a FLIPR
TETRA
 System 
(Fluorometric Imaging Plate Reader: Molecular Devices Co., Sunnyvale, CA). In the 
case of Gi-coupled receptors (M2 and M4), Gα16 proteins were also co-expressed to 
increase the sensitivity of calcium signaling. Briefly, cells were plated at 20,000 (M2 
and M4) or 40,000 cells (M1, M3 and M5) per well in 96-well plates and allowed to grow 
overnight at 37 °C. Once the cells became 80-100 % confluent, 100 μL loading buffer 
containing FLIPR Calcium 4 dye (Molecular Devices Co.) was added to each well and 
incubated at 37 °C for 60 min, according to manufacture’s instructions. In order to 
determine the agonistic activities, 50 μL of the assay buffer containing test compounds 
was added to each well. And at the same time, the calcium response was monitored on 
the FLIPR
TETRA
. Concentration-response curves of agonism on M1-5 receptors were 
analyzed for each compound. Results were imported into Stat Preclinica (Takumi 
Information Technology Inc., Tokyo, Japan) where the curves were analyzed by 
non-linear curve fitting and the resulting EC50 was calculated. 
 
Animals 
All animals were housed in a controlled environment (23 ± 2 °C, 55 ± 10% humidity) 
with a 12-h light/dark cycle (lights on at 8:00 AM). They had free access to food and 
water unless specified. All procedures related to housing conditions and care complied 
with the institutional guidelines of Sumitomo Dainippon Pharma’s Drug Research 
Division. All procedures involving the use of animals were reviewed and approved by 
the Institutional Animal Care and Use Committee at the Sumitomo Dainippon Pharma 
Drug Research Division. 
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Drugs 
Compound 1 was dissolved in a small amount of 0.1N HCl and then diluted with 
saline. Xanomeline tartaric acid was dissolved in saline. Compound 2, risperidone and 
haloperidol were suspended in 0.5% methylcellulose. 
 
Methamphetamine-induced hyperactivity in rats 
Male Sprague-Dawley (SD) rats (Japan SLC Inc., Shizuoka, Japan) were injected with 
methamphetamine (1 mg/kg i.p.), and individually moved to clear plastic cages. 
According to the methods of Ishibashi and co-workers,[97] locomotor activity was 
measured for 80 min from 10 min after the methamphetamine injection (Supermex；
Muromachi Kikai Co. Ltd., Tokyo, Japan). Compound 1 (1, 3, or 10 mg/kg s.c.), 
xanomeline (3, 10, or 30 mg/kg s.c.), or vehicle was injected 30 min before the 
methamphetamine injection. Compound 2 (1, 3, or 10 mg/kg p.o.) risperidone (0.6 
mg/kg p.o.), or vehicle was administered 60 min before the methamphetamine injection. 
 
Prepulse inhibition test in rats 
A startle reflex measurement system (O'Hara & Co., Tokyo, Japan) was used to 
measure startle response and prepulse inhibition (PPI). A test session began by placing a 
male SD rat in a plastic cylinder where it was left undisturbed for 5 min. Each apparatus 
was encased in a sound-attenuated box. A piezoelectric unit attached to the platform 
transduced vibrations of the cylinder, caused by the animal’s movements, into analog 
signals. These signals were then digitized and recorded by a computer. The acoustic 
startle response (ASR) was recorded for 140 ms (measuring the response every 1 ms) 
starting with the onset of the prepulse stimulus. Each session consisted of startle trials 
(“pulse-alone”; a 40-ms 120-dB broadband pulse) and prepulse trials (“prepulse-alone”; 
a 20-ms 86-dB broadband pulse, “prepulse + pulse”; a 20-ms prepulse followed by a 
80-ms interstimulus interval, and a 40-ms 120-dB pulse). Prepulse intensities were 13, 
17, and 21 dB above background (i.e., 78, 82, and 86 dB). A session consisted of a 
5-min acclimation period with background noise-alone, three startle trials, then ten 
presentations of each trial type (pulse-alone, prepulse-alone and prepulse + pulse of 
each prepulse intensity) in pseudorandom order. Intertrial intervals averaged 17.5 s 
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(range: 10–25 s). Xanomeline (3, or 10 mg/kg s.c.), compound 1 (1, 3 or 10 mg/kg, s.c.) 
or vehicle was first injected and, 15 min later, apomorphine (0.5 mg/kg, s.c.) or vehicle 
was injected. PPI tests were performed 15 min after the second injection. The amount of 
PPI for each prepulse intensity was calculated as a percentage score: %PPI = 100 - 
[[(ASR for prepulse + pulse)/(ASR for pulse-alone)] × 100], using the average of the ten 
presentations of each trial type. The magnitude of the startle response (ASR for 
pulse-alone) was calculated as the average of the last 10 pulse-alone trials. 
 
Catalepsy test in rats 
In the catalepsy test, the forepaws of male SD rats were placed on a stainless-steel bar, 
and the time spent for the animals to show a cataleptic posture, which was defined as an 
immobile posture while keeping both forelimbs on the bar, was consecutively measured 
three times with a maximum limit of 180 s. The maximum time among three measures 
in each rat was used for the analysis. Xanomeline (30 or 100 mg/kg s.c.), compound 1 
(10 or 30 mg/kg s.c.) or vehicle was injected 45 min before the tests. Haloperidol (0.3 or 
1 mg/kg p.o.), risperidone (10 or 30 mg/kg p.o.) or vehicle was administered 60 min 
before the tests. 
 
Vomiting in monkey 
Effects of xanomeline and compound 1 on the gastrointestinal tract were investigated 
in 3 conscious and unrestraint male cynomolgus monkeys. The vehicle, xanomeline, or 
compound 1 dissolved in the vehicle was subcutaneously administered and analyzed 
before administration and at 1, 2 and 4 hours after administration. 
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Salivation in mice 
Male ddY mice were anesthetized with pentobarbital (50 mg/kg, i.p.). Salivation 
responses to compound 1 (10 and 30 mg/kg, s.c.) and xanomeline (3, 10 and 30 mg/kg, 
s.c.) were quantitated for 30 minutes by collecting saliva on filter paper. In brief, mice 
were placed face down on a slightly inclined surface, with the heads facing downwards 
to allow free flow of saliva. After the injection, a pre-weighed piece of circular filter 
paper (diameter, 125 mm) was placed immediately below the mouth area of each mouse. 
Fresh pieces of pre-weighed filter paper were added when it was fulfilled with saliva. 
Filter papers were weighed for the quantitation of saliva production. 
 
Seizure and tremor in mice 
Male ddY mice were individually isolated in clear acrylic cages (12 × 12 × 18 cm). 
Seizurs and tremor were evaluated for 45 min after injection of xanomeline (100, or 300 
mg/kg, s.c.) or compound 1 (10, 30, or 100 mg/kg, s.c.) according to the following 
observational method: (seizure) 0, no seizures; .1, forelimb clonus or head jerks; 2, 
clonic seizures; 3, tonic-clonic or tonic seizures; (tremor) 0, no tremor; 1, mild tremor; 2, 
moderate tremor; 3, severe tremor. 
 
Statistical analysis 
All data are expressed as means ± SEM. Statistical analysis was performed using Stat 
Preclinica (Takumi Information Technology Inc., Tokyo, Japan). A probability level of 
<0.05 was considered statistically significant. In behavioral tests, data were analyzed by 
unpaired t-test or Dunnet test.  
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第２章に関する実験手法 
 
Animals 
Five female adult common marmosets (Callithrix jacchus, 4–10 years old) obtained 
from CLEA Japan Inc. (Tokyo, Japan) were used in this study. The animals were housed 
in an air-conditioned room kept at a temperature of 28 ± 2◦Cand a humidity of 50 ± 
20% under a 12:12 light/dark cycle (lights off at 19:00). Food (CMS-1M, CLEA Japan, 
Inc.) was administered once daily, and water was available adlibitum. After the end of 
final experiments, animals were used in other evaluation. All experimental procedures 
involving animals were reviewed and approved by the Institutional Animal Care and 
Use Committee of Sumitomo Dainippon Pharma, Co.Ltd. 
 
Training the marmosets to use a touchscreen so that they could complete the 
CANTAB SWM test 
The marmosets were moved to the testing room during the test. So that the marmosets 
would begin to associate touching the touchscreen with getting a reward, we subjected 
them to a task in which they got a reward (a piece of kneaded cake, about 0.5 cm3) 
when they touched any part of the screen. As a next step, a yellow circle was displayed, 
and the marmosets were given a reward when they touched the circle. This task, which 
consisted of 10 trials, was conducted two or three times a week until the marmosets 
were able to complete it perfectly within 15 min. 
 
CANTAB SWM test training 
When the marmosets had achieved a suitable degree of competence in the initial 
training task, they were trained in the SWM test. In this task, 2 or 3 blue squares were 
displayed on the touchscreen. When a marmoset touched each of the squares in turn 
without touching any of the previously displayed squares, the trial was considered a 
success. In each trial, it did not matter which of the squares was touched first. Each 
square immediately disappeared after it had been touched and then reappeared after a 
few seconds (the vanishing period).The training for this task consisted of two steps. 
First, they were trained in the2-square task using a vanishing period of 5 s. When the 
marmosets were able to successfully execute the training task in more than 10 out of 20 
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trials, the vanishing period was reduced to 3 s. Eventually, as their success rate 
increased, the vanishing period was reduced to 1 s. Then, when they had mastered the 
2-square task, we started training them in the 3-square task. After performing 10 trials 
of the 2-squaretask, the marmosets were subjected to 20 trials of the 3-square task using 
a vanishing period of 5 s. The difficulty of the 3-square task was increased in the same 
manner as for the 2-square task until the marmosets were able to accurately and stably 
execute the task in more than 10 out of 20 trials. After that, we used the marmosets in 
the experiments outlined below. The training sessions were carried out twice a day, two 
or three times a week. 
 
Determination of the optimal ketamine dose 
Ketamine was intramuscularly injected into the marmosets at a dose of 1 mg/kg, and 
30 min later, we conducted 10 trials of the 1-circle task, in which the marmosets had to 
touch a yellow circle that appeared on the screen. The 10 trials had to be completed 
within 15 min for the task to be deemed a success. When a marmoset was able to 
successfully complete the task, we subjected them to the same test at a higher ketamine 
dose a week later. We repeated this procedure until they could not execute the task 
perfectly. The highest dose at which each marmoset was able to complete the task 
perfectly was regarded as the optimal subanesthetic dosage for that animal and was used 
in the subsequent experiments. 
 
Testing the effect of a dopamine D1 receptor agonist 
The test schedule for this part of the experiment consisted of 4 sessions: the1st vehicle, 
ketamine, 2nd vehicle, and D1 agonist + ketamine sessions, and the sesessions were 
implemented 5–6 times in turn in each marmoset. The drug-free test sessions (the 1st 
and 2nd vehicle sessions) were performed 1–7 day(s) before the drug-challenge sessions, 
and the drug administration sessions were separated by a period of at least 5 days. The 
effect of ketamine was compared with that of vehicle1.The dopamine D1 receptor 
agonist SKF-81297 (3 or 10 mg/kg) or nothing was orally administered to the 
marmosets 60 min before the SWM test. Thirty minutes later, the marmosets were 
intramuscularly injected with ketamine or vehicle. The SWM test included 10 trials of 
68 
 
the 2-square task and 20 trials of the 3-square task using a vanishing period of 1 s. The 
success rate and percentage accuracy of each task were calculated by dividing the 
number of correct trial(s) by the total number of trials or response-positive trial(s), 
respectively. When a marmoset did not touch the screen at all during a task (i.e., all of 
the trials were scored as omissions), the results for the other two sessions performed by 
that animal were not used to calculate percentage accuracy. For example, if a marmoset 
did not touch the screen at all in the 2-square task when administered SKF-81297 and 
ketamine, the corresponding 2-square task results for the 1st vehicle and ketamine 
sessions were also excluded. 
 
 
Drugs 
Ketamine (Daiichi Sankyo, Tokyo) was formulated with sterile saline, and the D1 full 
agonist SKF-81297; i.e., (±)-6-chloro-2,3,4,5-tetrahydro-1-phenyl-1H-3-benzazepine 
hydrobromide (Tocris Bioscience, Ellisville, MO), was suspended in 0.5% 
methylcellulose. The ketamine and SKF-81297 were administered in a total volume of 
0.5 ml/kg and 5 ml/kg, respectively. 
 
Statistical analysis 
All data are expressed as means ± SEM. Differences between groups were determined 
using the paired or Student’s t-test. A probability level of <0.05 was considered 
statistically significant. 
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第３章に関する実験手法 
 
1. Animals 
Two male and three female adult common marmosets (Callithrix jacchus, 5–7 years 
old) obtained from CLEA Japan Inc. (Tokyo, Japan) were used in this study. The 
animals were housed in an air-conditioned room maintained at a temperature of 28 ± 
2◦Cand a humidity of 50 ± 20% under a 12/12, light/dark cycle (lights off at 19:00). 
Food (CMS-1M, CLEA Japan, Inc.) was administered once daily, and water was 
available ad libitum. After all experiments for this study were complete, the animals 
were used in other experiments. All experimental procedures involving animals were 
reviewed and approved by the Institutional Animal Care and Use Committee of 
Sumitomo Dainippon Pharma, Co., Ltd. 
 
2. JVA task 
2.1. Apparatus and procedure 
The apparatus was constructed using 4 white-colored acrylic boxes (4 × 4 × 4 cm, each 
box was numbered), which were attached to the 4 corners of a square frame (10 × 10 
cm). All of the boxes had a door with a hinge (Fig. 30) and the marmosets could easily 
obtain a food reward (a piece of kneaded cake, about 0.5 cm3) by pushing the door 
forward. All experiments were conducted in the animals’ home cages, and all doors and 
inside surfaces of the boxes werewiped down when one session was finished. An 
experimenter stood in front of the marmoset’s home cage with the apparatus facing the 
marmoset. Subsequently, the experimenter moved the apparatus closer to the marmoset, 
and informed the animal which box had the reward by pointing and gazing toward the 
box. We scored the marmosets’ JVA ability using the following conditions: 10, obtained 
the rewards without any mistakes; 3, obtained the rewards with only one mistake; 1, two 
mistakes; or 0, more than three mistakes. When the marmosets sequentially opened the 
same door more than twice, it was counted as once. The cues were repeated until the 
subject obtained the reward or made more than three mistakes in each trial. The 
marmosets performed 8 cued trials, and each box was used twice during a single session. 
Thereafter, the total score was averaged. 
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2.2. Training 
Marmosets underwent training sessions until they reached a constant level of success. 
First, we trained marmosets to under-stand that there is a reward behind the doors. We 
turned the apparatus toward the marmosets with the doors opened. Next, we taught the 
marmosets to understand that they could obtain a reward when they opened the door 
spontaneously. We altered the apparatus by closing the doors and adding rewards to all 
of the boxes, and the monkeys performed the task without cues. 
 
2.3. Testing the effects of cues 
Marmosets performed 8 trials with cues (pointing gesture and gaze), as mentioned 
above. Subsequently, they performed 8 more trials without the cues using the same 
apparatus and order. 
 
2.4. Determination of the optimal ketamine dose 
The dosage of ketamine was determined as follows. First, ketamine was 
intramuscularly injected into the marmosets at a dose of 1 mg/kg, and 30 min later, we 
conducted 8 trials. The 8 trials had to be completed within 5 min. When the marmosets 
were able to complete the task, they performed the same test at a higher ketamine dose a 
week later. We repeated this procedure until they could no longer execute the task 
within the 5-min limit. The highest dose at which each marmoset was able to complete 
the task was regarded as the optimal subanesthetic dosage for that animal and was used 
in the subsequent experiments. 
 
 
2.5. Evaluating the effect of lurasidone on ketamine-induced JVA impairment 
The evaluation was conducted twice a week, but not on thesame day. When we 
administered vehicle/vehicle in the first experiment, the next administration in the 
second experiment was vehicle/ketamine or lurasidone/ketamine and vice versa. The 
next week after the 2-week experiment was a washout period, i.e., we conducted the 
2-week experiments every 3 weeks. Lurasidone (10 mg/kg) or vehicle was orally 
administered 60 min before the JVA task. Thirty minutes later, the marmosets were 
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intramuscularly injected with ketamine or vehicle. When the marmoset could not finish 
the task within 5 min, the results from this evaluation and from the evaluation 
conducted earlier that same week were both excluded from analysis. The evaluation of 
vehicle/ketamine and lurasidone/ketamine dosages was conducted 4–6 times per 
marmoset, respectively, and we calculated the average score. The individuals that did 
the drug administration were different from those who did the evaluation, and their roles 
did not change throughout the course of this study. Moreover, the investigator was 
blinded to which treatment was given to the marmosets. The order of drug 
administration was counterbalanced such that the number of times that vehicle/vehicle 
was administered in the first and second experiment and vehicle/ketamine or 
lurasidone/ketamine was administered in the first and second week were equal. 
 
 
 
 
 
2.6. Evaluating the effect of lurasidone on JVA function with naïve marmosets 
This procedure was similar to what was described in Section 2.5. We administered 
vehicle in the first experiment so that the administration in the second experiment was 
lurasidone and vice versa, with no washout period. Lurasidone (10 mg/kg) or vehicle 
was orally administered 60 min before the JVA task. The evaluation of vehicle and 
lurasidone dosages was conducted four times per marmoset in a blinded manner, and we 
then calculated the averagescore. 
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3. Light-cued task 
3.1. Apparatus and procedure 
The same colored lights (yellow or red) were mounted on each box and were used as 
cues instead of a pointing gesture and gaze. The procedure was the same as that 
described in Section 2.1. 
 
3.2. Training 
Marmosets were only trained on the final stage because they were already familiar 
with the apparatus. We trained marmosets to understand that only the lighted box 
contained a reward. 
 
3.3. Testing the effects of the light cue 
As described in Section 2.3, the marmosets performed 8 trials with the light cue. 
Subsequently, they performed 8 more trials without the cue using the same apparatus 
and order. 
 
3.4. Evaluating the effect of ketamine when using a light-mounted apparatus 
The experimental conditions, dosages of ketamine, and time limit were the same as 
those described in Section 2.5. When we administered vehicle/vehicle in the first 
experiment, the next administration was vehicle/ketamine in the second administration 
and vice versa. The evaluation of vehicle/ketamine was conducted 4 times per marmoset 
in a blind manner, and we calculated the average score. 
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4. Drugs 
Lurasidone was prepared at our laboratories and suspended in 0.5% methylcellulose. 
Ketamine (Daiichi Sankyo, Tokyo) was formulated with sterile saline. Lurasidone and 
ketamine were administered in a total volume of 5 mL/kg and 0.5 mL/kg, respectively. 
 
5. Statistical analysis 
All data are expressed as the mean ± the standard error of the mean (SEM). 
Differences between groups were determined using paired t-tests. A probability level of 
<0.05 was considered statistically significant. 
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